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猪作为模式动物由来已久，相比小鼠等模式生物

在生理学、解剖学和疾病发生机理等方面都与人类极

为相似，使其比其他动物模型在生物和医学研究领域

中都具有更为重要的研究和应用价值。体外成熟卵

母细胞是进行转基因猪、克隆猪等研究的重要支持，

卵母细胞的质量和胚胎发育能力密切相关。但是猪

的体外成熟卵母细胞在成熟和受精的能力上都比体

内差，这说明体外成熟环境与体内生理环境下存在较

大差异［1］。随着科学技术手段的发展，研究人员发

现，在猪的卵泡液中包含激素、脂肪酸、氨基酸和多种

生长因子等物质，这些物质为卵母细胞的成熟发育营

造出一个特殊的微环境，使其能得到充分的营养支持

和保护。在体外培养中提供这些物质的主要是通过

培养液，而不同氨基酸在培养液和体内环境下的卵泡

液和输 卵 管 液 中 含 量 也 不 同，通 过 高 效 液 相 色 谱
( high perfomance liquid chromatography，HPLC ) 分析

技术可以客观可靠地比较不同氨基酸在卵泡液和培养

液中的差异。试验选取 2 种在不同液体中差异较大的

氨基酸，即丙氨酸( Ala) 和牛磺酸( Tau) ，通过在卵母

细胞成熟和胚胎发育阶段培养液中添加 Ala 和 Tau 研

究这两种氨基酸对猪卵母细胞成熟和发育的影响。
1 材料
1． 1 试剂和成熟培养液的配制

TCM199 粉末，Invitrogen ( 美国) 公司生产; 其余

化学药品，均由 Sigma 公司生产; 恒温培养箱，Thermo
Scientific 公司生产。

猪卵母细胞成熟液的配制: 先量取 300 ～ 400 mL
去离子水加入烧杯中，称取 1 g 聚乙烯醇( PVA) 置于

烧杯中，加热沸腾 1． 5 ～ 2． 0 h 直至 PVA 全部溶解，

待液体温度回到室温后再按 TCM199 配制说明加入

TCM199 和 NaHCO3。 待 全 部 溶 解 后 加 入
3． 05 mmol /L D － 谷氨酰胺，0． 91 mmol /L 丙酮酸钠，

50 μg /mL 链霉素和 75 μg /mL 青霉素 G。待使用前

添加 0． 57 mmol /L 半胱氨酸，0． 5 μg /mL 黄体生成素
( LH) ，0． 5 μg /mL 卵泡刺激素 ( FSH) ，10 ng /mL 胰

岛素样生长因子( EGF) 和 10%卵泡液，定容至 1 L 并

过滤。
PZM3 胚胎培养液的配制: 量取 50 mL 去离子

水，加入 3 mg /mL 牛血清白蛋白，108 mmol /L NaCl，
10 mmol /L KCl，0． 35 mmol /L KH2PO4，0． 4 mmol /L
MgSO4·7H2O，25． 07 mmol /L NaHCO3，0． 2 mmol /L
Na － pyruvate，2 mmol /L Ca － ( Lactate ) 2 · 5H2O，

1 mmol /L L － 谷氨酰胺，5 mmol /L 亚牛磺酸，待牛血

清白蛋白溶解后加入 20 mL /L β － 巯基乙醇( BME)

和 10 mL /L 非必需氨基酸 ( MEN) 后定容至 100 mL
并过滤。

操作液为 4 － 羟乙基哌嗪乙磺酸( HEPES) 缓冲

液。激活液为含有 0． 3 mmol /L Mannitol，1 mmol /L
CaCl2·2H2O 和 0． 1 mmol /L MgCl2·6H2O 的 HEPES
缓冲液。将成熟液和 PZM3 胚胎培养液预先加入四

孔板中并覆盖石蜡油，放置在含 5% CO2 的饱和湿

度、39 ℃ 恒 温 培 养 箱 中 平 衡 并 预 热 至 少 12 h。
HEPES 和激活液使用前放于不含 CO2 的恒温箱中预

热 4 h 以上。
1． 2 猪卵巢

猪卵巢，来源于北京市第五肉联场，储存于 30 ℃
左右生理盐水中迅速运回实验室。
2 方法

2． 1 卵母细胞的成熟培养

通过使用带有 16 号注射针头的收集管连接真空

吸液泵抽取猪卵巢上直径为 2 ～ 8 mm 的卵泡中的卵

泡液，从而收集卵母细胞。将抽取的卵泡液加入预热

的 HEPES 中，稀释后 39 ℃静置 3 min 以充分沉淀后

弃上清液，再加入 HEPES。重复此过程 2 ～ 3 次后将

沉淀移入平皿中，体视镜下使用口吸管捡取覆盖 3 层
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以上卵丘细胞的卵丘 － 卵母细胞复合体。将收集到

的卵母细胞使用成熟培养液洗 3 ～ 4 次，按每 500 μL
成熟培养液 50 枚卵放入 24 孔板中 1 孔进行培养，在

含 5% CO2 的 饱 和 湿 度 39 ℃ 恒 温 培 养 箱 中 培 养
42 h。然后将培养的卵丘 － 卵母细胞复合体加入含
0． 1% 透明质酸酶的 HEPES 中吹打 3 min 后使用
PZM3 洗 3 次，挑取已排出第一极体的第二次减数分

裂中期( MⅡ) 卵母细胞。
2． 2 卵母细胞的激活和体外培养

将挑出的成熟 MⅡ卵母细胞放入 PZM3 滴中待

用，每次吸取 15 ～ 30 枚 MⅡ卵母细胞先在激活液中

洗 2 次，然后移入加入激活液融合槽的两电极之间，

卵母细胞交错排列。给予电激活，120 V、100 μs 的直

流电刺激间隔 30 ms，2 次。激活后使用 PZM3 培养

液洗 2 ～ 3 次后按每孔 30 枚放入 PZM3 培养液中培

养，PZM3 已预先覆盖石蜡油并在含 5% CO2 的饱和

湿度 39 ℃恒温培养箱中平衡过 12 h。培养 24 h 后

统计卵裂率，140 h 后统计囊胚率。
2． 3 数据的统计分析

试验数据采用 SPSS 18． 0 统计软件进行分析。
数据先经过 LSD 转换然后进行单一因素方差分析。
所有试验重复 3 次以上。
3 结果与分析
3． 1 卵母细胞成熟阶段加入生理浓度的 Ala、Tau 对

卵母细胞成熟以及后续孤雌胚胎发育的影响

通过高效液相色谱分别获得卵泡液中的 Ala 和
Tau 的浓度，卵泡液中的 Ala 浓度为 125 mg /L，Tau 浓

度为 450 mg /L，通过在成熟液中添加额外的 Ala 和
Tau 模拟生理浓度比较两组之间的差别，结果见表 1、
图 1。

表 1 生理浓度 Ala、Tau 对猪卵母细胞成熟和后续孤雌胚胎发育的影响

项目
培养卵母

细胞数 /个
成熟卵母

细胞数 /个
成熟

率 /%
培养胚

胎数 /枚
2 － 细胞

数 /个
2 － 细胞

率 /%
囊胚

数 /个
囊胚

率 /%
囊胚细

胞数 /个
对照组 400 240 60． 0 226 200 88． 5 57 25． 2 27． 3 a

Ala 生理浓度( 125 mg·L －1 ) 400 246 61． 5 226 203 89． 8 54 23． 9 36． 3 ab

Tau 生理浓度( 450 mg·L －1 ) 389 241 62． 0 225 210 93． 3 63 28． 0 40． 9b

注: 同列数据肩标字母完全不同表示差异显著( P ＜ 0． 05) ，含相同字母表示差异不显著( P ＞ 0． 05) 。

图 1 在卵母细胞体外成熟阶段添加 Ala 和 Tau 对卵母细胞成熟和后续孤雌胚胎发育的影响

由图 1 可知，在卵母细胞成熟培养阶段( IVM) 加 入生理浓度的 Ala 或 Tau，对卵母细胞成熟率以及后
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续孤雌胚胎的卵裂率和囊胚率均无显著影响 ( P ＞
0． 05) ，但对囊胚细胞数有显著提高( P ＜ 0． 05) 。
3． 2 在猪孤雌胚胎体外培养阶段加入不同浓度 Ala
对猪胚胎发育的影响

通过液相色谱分别测定 PZM3 中的 Ala 和 Tau
浓度，Ala 浓度在 PZM3 中为 8． 38 mg /L，Tau 浓度在
PZM3 中为 15． 95 mg /L。为研究 Ala 对猪卵母细胞

体外培养阶段的作用，在 PZM3 培养基中分别添加
47，86，125，300 mg /L 的 Ala 用于猪卵母细胞的体外

培养，分别统计卵裂率、囊胚率、囊胚细胞数，结果见

表 2。

表 2 不同浓度梯度 Ala 对猪孤雌胚胎发育的影响

Ala 浓度 /
( mg·L －1 )

胚胎

数 /枚
卵裂

数 /个
卵裂

率 /%
囊胚

数 /个
囊胚

率 /%
囊胚细

胞数 /个
8． 38 130 112 86． 20 29 22． 3 30． 70
47 130 116 89． 20 25 19． 2 30． 70
86 130 112 86． 20 27 20． 8 21． 80
125 130 115 88． 46 22 16． 9 23． 75
300 130 111 85． 38 22 16． 9 29． 40

为研究 Tau 对猪卵母细胞体外培养阶段的作用，

在 PZM3 培养基中分别添加 45，75，115，450 mg /L 的
Tau 用于猪卵母细胞的体外培养，分别统计卵裂率、
囊胚率、囊胚细胞数，结果见表 3。

表 3 不同浓度梯度 Tau 对猪孤雌胚胎发育的影响

Tau 浓度 /
( mg·L －1 )

胚胎

数 /枚
卵裂

数 /个
卵裂

率 /%
囊胚

数 /个
囊胚

率 /%
囊胚细

胞数 /个
15． 95 220 200 90． 9 48 21． 8 25． 00
45 220 202 91． 8 51 23． 2 29． 40
75 220 204 92． 7 43 19． 5 26． 65
115 220 198 90． 0 52 23． 6 28． 50
450 220 203 92． 3 47 21． 4 25． 00

由表 2、表 3 可知，通过在体外培养阶段添加各

浓度梯度的 Ala 和 Tau 对猪孤雌胚胎的发育无显著

影响( P ＞ 0． 05) 。
4 讨论

20 世纪 60 年代，研究人员开始关注于研究哺乳

动物卵母细胞体外培养体系的化学成分，提高哺乳动

物卵母细胞体外成熟和发育能力一直是胚胎工程研

究的一个重要方向。随着研究的进展，氨基酸对胚胎

发育的 影 响 越 来 越 受 到 人 们 的 关 注。F． Devreker
等［2］研究表明，通过在胚胎培养体系中添加氨基酸

可以使人的受精卵囊胚率明显提高。L． J． VanWin-
kle［3］研究表明，非必需氨基酸可以促进受精卵卵裂，

而必需氨基酸则在卵裂到 8 － 细胞期的发育中起重

要作用。猪的体外成熟卵母细胞在成熟和受精的能

力上都比体内差，这说明体外成熟环境与体内存在较

大差异，通过比较卵泡液和卵母细胞成熟培养液中氨

基酸的差异，选择 Ala 和 Tau 添加到培养液中发现，

在卵母细胞成熟率、卵裂率和囊胚率上没有显著差别
( P ＞ 0． 05) ，但是单独添加生理浓度的 Ala 和 Tau 都

可以提高囊胚细胞数，说明在卵母细胞成熟过程中需

要 Ala 和 Tau 支持。原因可能是卵母细胞成熟过程

中会产生活性氧簇 ( ＲOS) ，ＲOS 的存在可能对胚胎

发育有害［4］，而 Tau 作为抗氧化剂可有效降低这种伤

害，进而对胚胎发育更为有利［5］。而对于丙氨酸对

胚胎发育影响的文献报道较少，有文献报道在不同物

种的生殖道中丙氨酸都具有较高的浓度［6］，研究认

为丙氨酸会参与细胞内 pH 值的调节，保护胚胎渗透

压的稳 定［7］，并 参 与 代 谢 途 径 的 最 终 产 物 氨 的 降

解［8］。随后试验研究在孤雌胚胎培养到囊胚阶段添

加生理浓度的 Ala 和 Tau，观察其对囊胚发育的影响

发现，Ala 和 Tau 在发育到囊胚的过程中对孤雌胚胎

的卵裂率、囊胚率和囊胚细胞数都没有产生影响，说

明 Ala 和 Tau 对胚胎发育的影响主要集中于早期卵

母细胞成熟过程。
5 结论

在培养液中添加 Ala 和 Tau，可以提高体外成熟

猪卵母细胞的质量。猪胚胎培养阶段可以不用额外

添加 Ala 和 Tau，对胚胎发育并无影响。
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